
tcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcttgtctgtaagcggat 
gccgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcgggtgtcggggctggcttaactatgcggcatcaga 
gcagattgtactgagagtgcaccataccacagcttttcaattcaattcatcattttttttttattcttttttttgatttc 
ggtttctttgaaatttttttgattcggtaatctccgaacagaaggaagaacgaaggaaggagcacagacttagattggta 
tatatacgcatatgtagtgttgaagaaacatgaaattgcccagtattcttaacccaactgcacagaacaaaaacctgcag 
gaaacgaagataaatcatgtcgaaagctacatataaggaacgtgctgctactcatcctagtcctgttgctgccaagctat 
ttaatatcatgcacgaaaagcaaacaaacttgtgtgcttcattggatgttcgtaccaccaaggaattactggagttagtt 
gaagcattaggtcccaaaatttgtttactaaaaacacatgtggatatcttgactgatttttccatggagggcacagttaa 
gccgctaaaggcattatccgccaagtacaattttttactcttcgaagacagaaaatttgctgacattggtaatacagtca 
aattgcagtactctgcgggtgtatacagaatagcagaatgggcagacattacgaatgcacacggtgtggtgggcccaggt 
attgttagcggtttgaagcaggcggcagaagaagtaacaaaggaacctagaggccttttgatgttagcagaattgtcatg 
caagggctccctatctactggagaatatactaagggtactgttgacattgcgaagagcgacaaagattttgttatcggct 
ttattgctcaaagagacatgggtggaagagatgaaggttacgattggttgattatgacacccggtgtgggtttagatgac 
aagggagacgcattgggtcaacagtatagaaccgtggatgatgtggtctctacaggatctgacattattattgttggaag 
aggactatttgcaaagggaagggatgctaaggtagagggtgaacgttacagaaaagcaggctgggaagcatatttgagaa 
gatgcggccagcaaaactaaaaaactgtattataagtaaatgcatgtatactaaactcacaaattagagcttcaatttaa 
ttatatcagttattaccctatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatcaggaaattgtaaa 
cgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaa 
tcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaac 
gtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttt 
tttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagcccccgatttagagcttgacggggaaagccgg 
cgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcgctagggcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgc 
gtaaccaccacacccgccgcgcttaatgcgccgctacagggcgcgtcgcgccattcgccattcaggctgcgcaactgttg 
ggaagggcgatcggtgcgggcctcttcgctattacgccagctggcgaaagggggatgtgctgcaaggcgattaagttggg 
taacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgagcgcgcgtaatacgactcactatagggcgaa 
ttgggtaccgggccccccctcgactctagaggatccccggccgggggatctcggaattgactttttcttgaataatacat 
aacttttcttaaaagaatcaaagacagataaaatttaagagatattaaatattagtgagaagccgagaattttgtaacac 
caacataacactgacatctttaacaacttttaattatgatacatttcttacgtcatgattgattattacagctatgctga 
caaatgactcttgttgcatggctacgaaccgggtaatactaagtgattgactcttgctgaccttttattaagaactaaat 
ggacaatattatggagcatttcatgtataaattggtgcgtaaaatcgttggatctctcttctaagtacatcctactataa 
caatcaagaaaaacaagaaaatcggacaaaacaatcaagtatggattctagaacagttggtatattaggagggggacaat 
tgggacgtatgattgttgaggcagcaaacaggctcaacattaagacggtaatactagatgctgaaaattctcctgccaaa 
caaataagcaactccaatgaccacgttaatggctccttttccaatcctcttgatatcgaaaaactagctgaaaaatgtga 
tgtgctaacgattgagattgagcatgttgatgttcctacactaaagaatcttcaagtaaaacatcccaaattaaaaattt 
acccttctccagaaacaatcagattgatacaagacaaatatattcaaaaagagcatttaatcaaaaatggtatagcagtt 
acccaaagtgttcctgtggaacaagccagtgagacgtccctattgaatgttggaagagatttgggttttccattcgtctt 
gaagtcgaggactttggcatacgatggaagaggtaacttcgttgtaaagaataaggaaatgattccggaagctttggaag 
tactgaaggatcgtcctttgtacgccgaaaaatgggcaccatttactaaagaattagcagtcatgattgtgaggtctgtt 
aacggtttagtgttttcttacccaattgtagagactatccacaaggacaatatttgtgacttatgttatgcgcctgctag 
agttccggactccgttcaacttaaggcgaagttgttggcagaaaatgcaatcaaatcttttcccggttgtggtatatttg 
gtgtggaaatgttctatttagaaacaggggaattgcttattaacgaaattgccccaaggcctcacaactctggacattat 
accattgatgcttgcgtcacttctcaatttgaagctcatttgagatcaatattggatttgccaatgccaaagaatttcac 
atctttctccaccattacaacgaacgccattatgctaaatgttcttggagacaaacatacaaaagataaagagctagaaa 
cttgcgaaagagcattggcgactccaggttcctcagtgtacttatatggaaaagagtctagacctaacagaaaagtaggt 
cacataaatattattgcctccagtatggcggaatgtgaacaaaggctgaactacattacaggtagaactgatattccaat 
caaaatctctgtcgctcaaaagttggacttggaagcaatggtcaaaccattggttggaatcatcatgggatcagactctg 
acttgccggtaatgtctgccgcatgtgcggttttaaaagattttggcgttccatttgaagtgacaatagtctctgctcat 
agaactccacataggatgtcagcatatgctatttccgcaagcaagcgtggaattaaaacaattatcgctggagctggtgg 
ggctgctcacttgccaggtatggtggctgcaatgacaccacttcctgtcatcggtgtgcccgtaaaaggttcttgtctag 
atggagtagattctttacattcaattgtgcaaatgcctagaggtgttccagtagctaccgtcgctattaataatagtacg 
aacgctgcgctgttggctgtcagactgcttggcgcttatgattcaagttatacaacgaaaatggaacagtttttattaaa 
gcaagaagaagaagttcttgtcaaagcacaaaagttagaaactgtcggttacgaagcttatctagaaaacaagtaatata 
taagtttattgatatacttgtacagcaaataattataaaatgatatacctattttttaggctttgttatgattacatcaa 
atgtggacttcatacatagaaatcaacgcttacaggtgtccttttttaagaatttcatacataagatccactagcctctg 
caaagcttcatggcctttataaaaaggaactatccaatacctcgccagaaccaagtaacagtattttacggggcacaaat 
caagaacaataagacaggactgtaaagatggacgcattgaactccgaaagaacaacaagagttccaaaaagtagtggaac 
aaaagcaaatgagggatttcatgcgtttgtactctaatctggtagaaagatgtttcacagactgtgtcaatgacttcaca 
acatcaaagctaaccaataaggaacaaacatgcatcatgaagtgctcagaaaagttcttgaagcatagcgaacgtgtagg 
gcagcgtttccaagaacaaaacgctgccttgggacaaggcttgggccgataaggtgtactggcgtatatatatctaatta 
tgtatctctggtgtagcccatttttagcatgtaaatataaagagaaaccatatctaatctaaccaaatccaaacaaaatt 



caatagttactatcgcttttttctttctgtatcgcaaataagtgaaaattaaaaaagaaagattaaattggaagttggat 
atgggggaattccgatcctctagagtcgacctgcagacatgggtgatcctcatgttttctagagtcgacctgcagacatg 
ggtgatcctcatgttttctagagtcgacctgcaggcatgcaagctgcccgggggatccactagttctagccggaattctg 
ccaatcgcagctcccagagtttcgttcccagccgcgagcaccacagcgtaccatgtgcgccacgaggcctcaaacgtaaa 
acaatcgaaacgaaaagaaacagactataggggagtatagagacagccggccaataagaagaggaaaaagaaatactagc 
gtttatcaatgtgggtcgttaacatatcctgttgacaatgattacaggttaaaaggtagcgtaagtgaatattaactatg 
gatattcttatacttagataagagacatataaaacacacgatgattgattgatttttatgaccaatatatgtaattcgta 
attcagatagtttttatacttttaatgtgtgccgaaccatattactagtatatgtaactaccatgttatgttcaattggc 
agatcGGATCCactagttctagagcggccgccaccgcggtggagctccagcttttgttccctttagtgagggttaattgc 
gcgcttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacataggagccg 
gaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgaggtaactcacattaattgcgttgcgctcactgcccgctttc 
cagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctc 
ttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaa 
tacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaa 
aaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtg 
gcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgc 
cgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagt 
tcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaa 
ctatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcga 
ggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgc 
gctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtgg 
tttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctg 
acgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatcctttta 
aattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtga 
ggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacggg 
agggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaac 
cagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccggga 
agctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgt 
cgtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcg 
gttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgca 
taattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagt 
gtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctc 
atcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcg 
tgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaa 
aaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggt 
tattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaa 
agtgccacctgaacgaagcatctgtgcttcattttgtagaacaaaaatgcaacgcgagagcgctaatttttcaaacaaag 
aatctgagctgcatttttacagaacagaaatgcaacgcgaaagcgctattttaccaacgaagaatctgtgcttcattttt 
gtaaaacaaaaatgcaacgcgagagcgctaatttttcaaacaaagaatctgagctgcatttttacagaacagaaatgcaa 
cgcgagagcgctattttaccaacaaagaatctatacttcttttttgttctacaaaaatgcatcccgagagcgctattttt 
ctaacaaagcatcttagattactttttttctcctttgtgcgctctataatgcagtctcttgataactttttgcactgtag 
gtccgttaaggttagaagaaggctactttggtgtctattttctcttccataaaaaaagcctgactccacttcccgcgttt 
actgattactagcgaagctgcgggtgcattttttcaagataaaggcatccccgattatattctataccgatgtggattgc 
gcatactttgtgaacagaaagtgatagcgttgatgattcttcattggtcagaaaattatgaacggtttcttctattttgt 
ctctatatactacgtataggaaatgtttacattttcgtattgttttcgattcactctatgaatagttcttactacaattt 
ttttgtctaaagagtaatactagagataaacataaaaaatgtagaggtcgagtttagatgcaagttcaaggagcgaaagg 
tggatgggtaggttatatagggatatagcacagagatatatagcaaagagatacttttgagcaatgtttgtggaagcggt 
attcgcaatattttagtagctcgttacagtccggtgcgtttttggttttttgaaagtgcgtcttcagagcgcttttggtt 
ttcaaaagcgctctgaagttcctatactttctagagaataggaacttcggaataggaacttcaaagcgtttccgaaaacg 
agcgcttccgaaaatgcaacgcgagctgcgcacatacagctcactgttcacgtcgcacctatatctgcgtgttgcctgta 
tatatatatacatgagaagaacggcatagtgcgtgtttatgcttaaatgcgtacttatatgcgtctatttatgtaggatg 
aaaggtagtctagtacctcctgtgatattatcccattccatgcggggtatcgtatgcttccttcagcactaccctttagc 
tgttctatatgctgccactcctcaattggattagtctcatccttcaatgctatcatttcctttgatattggatcatacta 
agaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtc 



BamHI 2031

EcoRV 2612

Tth111 I 4540
BamHI 5446

NotI 5464

BcgI 7289

SnaBI 8331

URA3

f1(+) ori

ADE2
colE1 ori

Amp

2u ori

pIIIA/MS2-2
9102 bp

EcoRV 603

SphI 4995

Pol III
promoter Tandem MS2 sites Pol III

Terminator

SmaI 5007

BamHI 5013

EcoRI 5033

EcoRI 4887

SmaI and SphI sites are unique and can be used to insert fragment.




